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ＳＰ－１通过ｍｉＲ－１３５ｂ／ＨＩＦ－１α轴对缺氧诱导
心肌细胞损伤的影响

孟庆雯，杨 洋，魏俊萍，杨珊珊，黄 珊△

（海南医学院第一附属医院心血管内科，海南 海口 ５７０１００）
摘要：目的 探讨特异性蛋白 １牗ＳＰ－１牘通过 ｍｉＲ－１３５ｂ／ＨＩＦ－１α轴对缺氧诱导的心肌细胞损伤的作用。方法 Ｈ９ｃ２细胞进行缺氧处
理后，转染 ｓｉ－ＳＰ－１，ｍｉＲ－１３５ｂｍｉｍｉｃ，ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１３５ｂ和 ＣｏＣｌ２（ＨＩＦ－１α激活剂）。采用蛋白质印迹牗ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，ＷＢ牘法检测细胞
ＳＰ－１和 ＨＩＦ－１α蛋白表达，实时荧光定量聚合酶链式反应牗ＰＣＲ牘法检测 ｍｉＲ－１３５ｂ表达，ＣＣＫ－８法检测细胞增殖，流式细胞术检测
细胞凋亡和活性氧簇（ＲＯＳ）含量，酶联免疫吸附牗ＥＬＩＳＡ牘试剂盒检测肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）、白细胞介素１β（ＩＬ－１β）、白细胞介素６
（ＩＬ－６）的含量，生物信息学软件分析预测并通过荧光素酶报告基因实验验证 ｍｉＲ－１３５ｂ与 ＨＩＦ－１α间的靶向结合作用。结果 缺氧

后，Ｈ９ｃ２细胞内 ＳＰ－１蛋白表达呈时间依赖性显著升高（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ－１３５ｂ表达呈时间依赖性显著降低（Ｐ＜０．０５）。与对照组牗Ａ
组牘相比，缺氧组牗Ｂ组牘Ｈ９ｃ２细胞中 ＳＰ－１和 ＨＩＦ－１α蛋白表达分别为１．４６７±０．０５５，１．４３７±０．０８２（Ｐ＝０．０１４，０．０１７），细胞凋亡率
犤（１４．５９１±１．８６３牘％，Ｐ＝０．０００犦、细胞上清液中 ＴＮＦ－α犤（５．２７０±０．３５９牘ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＝０．０１２犦、ＩＬ－１β犤（２５．０６０±１．２１２牘ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＝
０．０００犦、ＩＬ－６犤（８２．７０７±４．５５０牘ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＝０．０００犦和 ＲＯＳ（１．２３９±０．０７５，Ｐ＝０．０２１）含量均显著升高（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ－１３５ｂ表达
（０．４６６±０．０７１，Ｐ＝０．００１）和细胞增殖能力犤（６７．２４２±３．４９０牘％，Ｐ＝０．００８犦均显著降低（Ｐ＜０．０５）；与缺氧 ＋ｓｉＲＮＡ组牗Ｃ组牘相比，
缺氧＋ｓｉ－ＳＰ－１组牗Ｄ组牘Ｈ９ｃ２细胞中 ＳＰ－１（０．２３８±０．０３９，Ｐ＝０．００１）和 ＨＩＦ－１α的蛋白表达（１．１２６±０．１００，Ｐ＝０．０３２牘、细胞凋
亡率犤（４．６６８±０．７３１牘％，Ｐ＝０．０００犦、细胞上清液中 ＴＮＦ－α犤（３．９０１±０．３５４牘ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＝０．０２２犦、ＩＬ－１β犤（１７．１９８±１．２１６牘ｐｇ／ｍＬ，
Ｐ＝０．００２犦、ＩＬ－６犤（５６．７４２±４．０８１牘ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＝０．０１７犦和 ＲＯＳ（１．０８６±０．０９０，Ｐ＝０．０２８牘含量均显著降低，ｍｉＲ－１３５ｂ表达（０．７５２±
０．０９４，Ｐ＝０．０１５牘和细胞增殖能力犤（８３．５５０±２．９３３牘％，Ｐ＝０．０１６犦均显著升高。ｍｉＲ－１３５ｂ靶向调控 ＨＩＦ－１α。ＣｏＣｌ２或 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－
１３５ｂ会导致低表达 ＳＰ－１的缺氧 Ｈ９ｃ２细胞增殖能力显著降低犤（４８．４７０±２．８３１牘％比牗６３．７２８±４．１９２牘％，Ｐ＝０．０００，０．０２１犦，细胞凋
亡率犤（４１．０７６±１．１１７牘％比牗３５．９３５±１．７７６牘％，Ｐ＝０．０００，０．０１０犦和细胞上清液中 ＴＮＦ－α犤（６．２１１±０．４０８牘ｐｇ／ｍＬ比牗５．２５０±
０．３２５牘ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＝０．０１９，０．０３３犦、ＩＬ－１β犤（４３．４１７±２．５６１牘ｐｇ／ｍＬ比牗３８．６７５±１．９５６牘ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＝０．０１３，０．０２１犦、ＩＬ－６犤（１１０．４４０±
７．４４６牘ｐｇ／ｍＬ比牗１０８．７６７±６．５８９牘ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＝０．０２６，０．０３１犦和 ＲＯＳ犤牗１．３５１±０．０７３牘比牗１．３２７±０．０４１牘，Ｐ＝０．０７３，０．０３５犦的含量显
著升高。结论 ＳＰ－１低表达通过 ｍｉＲ－１３５ｂ／ＨＩＦ－１α轴发挥对缺氧诱导的心肌细胞损伤的保护作用。
关键词：特异性蛋白１；心肌细胞损伤；ｍｉＲ－１３５ｂ；ＨＩＦ－１α；缺氧
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ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｍｉＲ－１３５ｂｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｃｏｎｄｕｃｔｅｄｂｙｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＰＣＲ）；ｃｈｏｌｅｃｙｓｔｏｋｉｎｉｎｏｃｔａｐｅｐ
ｔｉｄｅ－８（ＣＣＫ－８）ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）

ｃｏｎｔｅｎｔ；ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）ｋｉｔｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α（ＴＮＦ－α），ｉｎｔｅｒ
ｌｅｕｋｉｎ－１β（ＩＬ－１β），ａｎｄＩＬ－６；ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｓｏｆｔｗａｒｅａｎａｌｙｓｉｓｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｐｒｅｄｉｃｔａｎｄｖｅｒｉｆｙｔｈｅｔａｒｇｅｔｅｄｂｉｎｄｉｎｇｅｆｆｅｃｔｂｅｔｗｅｅｎ
ｍｉＲ－１３５ｂａｎｄＨＩＦ－１αｂｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ａｆｔｅｒｈｙｐｏｘｉａ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＰ－１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨ９ｃ２ｃｅｌｌｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎａｔｉｍｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ－１３５ｂｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎａｔｉｍｅ－
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＰ－１ａｎｄＨＩＦ－１αｉｎＨ９ｃ２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ
ｈｙｐｏｘｉａｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ１．４６７±０．０５５ ａｎｄ １．４３７±０．０８２（Ｐ＝０．０１４，Ｐ＝０．０１７），ａｎｄ ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ犤（１４．５９１±１．８６３牘％ ，Ｐ＝
０．０００犦，ＴＮＦ－α犤（５．２７０±０．３５９牘ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＝０．０１２犦，ＩＬ－１β犤（２５．０６０±１．２１２牘ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＝０．０００犦，ＩＬ－６犤（８２．７０７±４．５５０牘ｐｇ／ｍＬ，
Ｐ＝０．０００犦，ａｎｄＲＯＳ（１．２３９±０．０７５，Ｐ＝０．０２１）ｃｏｎｔｅｎｔｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ－１３５ｂｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（０．４６６±０．０７１，
Ｐ＝０．００１）ａｎｄｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ犤（６７．２４２±３．４９０牘％，Ｐ＝０．００８犦ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
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ｈｙｐｏｘｉａ＋ ｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＰ－１（０．２３８±０．０３９，Ｐ＝０．００１）ａｎｄＨＩＦ－１α（１．１２６±０．１００，Ｐ＝０．０３２），ａｐｏｐ
ｔｏｔｉｃｒａｔｅ犤（４．６６８±０．７３１牘％，Ｐ＝０．０００犦，ＴＮＦ－α犤（３．９０１±０．３５４牘ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＝０．０２２犦，ＩＬ－１β犤（１７．１９８±１．２１６牘ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＝０．００２犦，
ＩＬ－６犤（５６．７４２±４．０８１牘ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＝０．０１７犦ａｎｄＲＯＳ（１．０８６±０．０９０，Ｐ＝０．０２８）ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ－１３５ｂ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（０．７５２±０．０９４，Ｐ＝０．０１５）ａｎｄｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙ犤（８３．５５０±２．９３３牘％，Ｐ＝０．０１６犦ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜
０．０５）．ｍｉＲ－１３５ｂ ｔａｒｇｅｔｓＨＩＦ－１α．ＣｏＣｌ２ ｏｒａｎｔｉ－ｍｉＲ－１３５ｂ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ犤（４８．４７０±２．８３１牘％ ｖｓ
６３．７２８±４．１９２牘％，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０２１犦，ａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ犤（４１．０７６±１．１１７牘％ ｖｓ３５．９３５±１．７７６牘％，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０１０犦ａｎｄ
ＴＮＦ－α犤（６．２１１±０．４０８牘ｐｇ／ｍＬ ｖｓ牗５．２５０±０．３２５牘ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＝０．０１９，Ｐ＝０．０３３）犦，ＩＬ－１β犤（４３．４１７±２．５６１牘ｐｇ／ｍＬ ｖｓ（３８．６７５±
１．９５６牘ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＝０．０１３，Ｐ＝０．０２１犦，ＩＬ－６犤（１１０．４４０±７．４４６牘ｐｇ／ｍＬｖｓ牗１０８．７６７±６．５８９牘ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＝０．０２６，Ｐ＝０．０３１犦，ａｎｄＲＯＳ
（１．３５１±０．０７３牘ｖｓ牗１．３２７±０．０４１牘，Ｐ＝０．０２４，Ｐ＝０．０３５犦ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）ｏｆｈｙｐｏｘｉａＨ９ｃ２ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｌｏｗｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＰ－１．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＰ－１ｅｘｅｒｔｓａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｎｈｙｐｏｘｉａ－ｉｎｄｕｃｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｉｎｊｕｒｙ
ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｍｉＲ－１３５ｂ／ＨＩＦ－１αａｘｉｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎ－１；ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｉｎｊｕｒｙ；ｍｉＲ－１３５ｂ；ＨＩＦ－１α；ｈｙｐｏｘｉａ

心肌缺血性疾病是世界范围内常见的致死、致残疾

病之一犤１犦。心脏缺血会造成心肌细胞缺氧，线粒体氧化

磷酸化过程受阻，导致能量代谢障碍和三磷酸腺苷

（ＡＴＰ）生成减少，引起典型的超微结构和代谢改变，对
心肌产生不可逆损伤犤２犦。目前，对于心肌缺血性损伤的

作用机制仍未明确。特异性蛋白 １（ＳＰ－１）是一种核转
录因子，与多种基因的表达相关犤３犦。金属蛋白酶组织抑

制剂－３可通过 ＥＧＦＲ／ＪＮＫ／ＳＰ－１信号抑制乳鼠心肌
细胞增殖，ＳＰ－１的下调能促进心肌细胞增殖 犤４犦。

ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是一种非编码的小 ＲＮＡ，可通过
与靶基因 ｍＲＮＡ的３′非翻译区（ＵＴＲ）结合来调节基因
表达，还可参与多种生物学进程，如肿瘤发生、造血和组

织损伤犤５－６犦。ｍｉＲ－１３５ｂ通过靶向 ＣＡＣＮＡ１Ｃ改善病理
性心肌肥大犤７犦，还可改善心功能受损犤８犦。缺氧诱导因子１α
（ＨＩＦ－１α）是一种核翻译因子，在缺氧缺血性疾病中起
到重要的生物学作用犤９－１０犦，可靶向抑制 ＨＩＦ－１α的表
达，参与细菌性脑膜炎星形胶质细胞的发育犤１１犦。本研究

中探讨了ＳＰ－１通过ｍｉＲ－１３５ｂ／ＨＩＦ－１α轴对缺氧诱
导心肌细胞损伤的作用，为心肌缺血性疾病的治疗提供

参考。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、试剂与细胞
仪器：ＥＬｘ８００ＴＭ型酶标仪（美国伯腾仪器有限公

司）；Ｔ１００型荧光定量聚合酶链式反应（ｑ－ＰＣＲ）仪（伯
乐生命医学产品＜上海＞有限公司）；ＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓＡｃｃｕｒｉＣ６
型流式细胞仪（安诺伦＜北京＞生物科技有限公司）。

试剂：Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ（ＤＭＥＭ，北
京索莱宝科技有限公司）；胎牛血清（ＦＢＳ，赛默飞世尔
科技＜中国＞有限公司）；肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）、
白细胞介素 １β（ＩＬ－１β）、白细胞介素 ６（ＩＬ－６）酶联免
疫吸附（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（上海将来实业股份有限公司）；
ＤＣＦＨ－ＤＡ（西格玛奥德里奇＜上海＞贸易有限公司）；
ｍｉＳｃｒｉｐｔⅡＲＴｋｉｔ（德国凯杰生物科技有限公司）；
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ Ⅱ试剂盒（宝日医生物技

术 ＜北京＞有限公司）；ＣＣＫ－８检测试剂盒（东仁化学
科技＜上海＞有限公司）；ＨＩＦ－１α和 ＧＡＰＤＨ抗体（艾
博抗＜上海＞贸易有限公司）；ＨＲＰ标记二抗（武汉三
鹰生物技术有限公司）；ｓｉＲＮＡ阴性对照（ｓｉＲＮＡ），ＳＰ－
１－ｓｉＲＮＡ（ｓｉ－ＳＰ－１），ｍｉＲ－１３６ｂｍｉｍｉｃ，ｍｉｍｉｃ阴性对
照（ｍｉｍｉｃＮＣ），ｍｉＲ－１３６ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１３６ｂ），
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ阴性对照（ａｎｔｉ－ＮＣ），ＨＩＦ－１α３′－ＵＴＲ端序
列构建的野生型（ＷＴ）和突变型（ＭＵＴ）报告基因质粒，
均由上海吉凯基因化学技术公司构建合成。

细胞：Ｈ９ｃ２细胞（美国模式培养物保藏所）。
１．２ 方法

细胞培养及转染：Ｈ９ｃ２细胞用含 １０％ ＦＢＳ的
ＤＭＥＭ培养基，于 ３７℃及 ５％ＣＯ２饱和湿度条件下培
养。待细胞密度达到８０％～９０％时，０．２５％胰酶液消化
细胞，含 １０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养基将细胞重悬，将细
胞接种于 ６孔板内，５×１０４个／孔，于 ３７℃及 ５％ＣＯ２
饱和湿度条件下培养 ２４ｈ后进行细胞转染。配制转染
混合液 Ａ，将 ｓｉＲＮＡ，ｓｉ－ＳＰ－１，ｍｉＲ－１３６ｂｍｉｍｉｃ，ｍｉｍｉｃ
ＮＣ，ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１３６ｂ，ａｎｔｉ－ＮＣ和氯化钴（ＣｏＣｌ２，ＨＩＦ－１α
激活剂）分别用 ｏｐｔｉ－ＭＥＭ稀释，总体积为 ２５０μＬ，
ｓｉＲＮＡ和 ｓｉ－ＳＰ－１终浓度为 １００ｎｍｏｌ／Ｌ，ＣｏＣｌ２终浓
度为 ５０μｍｏｌ／Ｌ犤１２犦，其余序列终浓度为 ５０ｎｍｏｌ／Ｌ，混
匀，室温孵育 ５ｍｉｎ；配制转染混合液 Ｂ，１０μＬＬｉｐｏｆｅｃ
ｔａｍｉｎｅ２０００加入 ２４０μＬｏｐｔｉ－ＭＥＭ中，混匀，室温孵
育 ５ｍｉｎ。将 Ａ液和 Ｂ液混匀，室温孵育 ２０ｍｉｎ，加入 ６
孔板内。细胞于３７℃及５％ＣＯ２饱和湿度条件下培养５ｈ
后，更换新鲜培养基，并于正常氧含量（２１％ Ｏ２）或缺氧
（３％Ｏ２）条件下继续培养４８ｈ后，进行后续实验。

ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测 Ｈ９ｃ２细胞中 ｍｉＲ－１３５ｂ表达：
收集缺氧后或转染 ４８ｈ后的 Ｈ９ｃ２细胞，Ｔｒｉｚｏｌ法提取
细胞总的 ＲＮＡ，微量分光光度计检测 ＲＮＡ浓度。应用
ｍｉＳｃｒｉｐｔⅡＲＴｋｉｔ将 １μｇＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ。按
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂盒说明，配制 ２５μＬ反
应 体 系 。 ｍｉＲ－１３５ｂ 上 游 引 物 为 ５′－
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组别

Ａ组

Ｂ组
Ｃ组

Ｄ组

ＳＰ－１蛋白表达

１．０２１±０．１１０
１．４６７±０．０５５ａ

１．４６３±０．０８７
０．２３８±０．０３９ｂ

细胞增殖（％）

１００．９８９±４．９４８
６７．２４２±３．４９０ａ

６６．５０８±２．１９０
８３．５５０±２．９３３ｂ

细胞凋亡（％）

３．６９７±０．４８４
１４．５９１±１．８６３ａ

１５．３８０±１．１７６
４．６６８±０．７３１ｂ

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

表２ ＳＰ－１低表达对缺氧后 Ｈ９ｃ２细胞增殖和凋亡的影响
（Ｘ±ｓ，ｎ＝３）

ＳＰ－１

ＧＡＰＤＨ

Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ组

图２ ＷＢ法检测Ｈ９ｃ２细胞中 ＳＰ－１蛋白的表达水平

注：与 Ａ组相比，ａＰ＜０．０５；与 Ｃ组相比，ｂＰ＜０．０５。表 ３和
表４同。

表１ 缺氧后Ｈ９ｃ２细胞中ＳＰ－１蛋白和ｍｉＲ－１３５ｂ表达的变化
情况（Ｘ±ｓ，ｎ＝３）

注：与０ｈ相比，ａＰ＜０．０５。

时间

０ｈ
１２ｈ
２４ｈ
４８ｈ
７２ｈ

ＳＰ－１蛋白表达

１．０３２±０．１４４
１．２９８±０．０７１ａ

１．３６０±０．１１５ａ

１．５５２±０．１１２ａ

１．６０７±０．１１３ａ

ｍｉＲ－１３５ｂ表达

１．０２３±０．１０６
０．７８０±０．０５９ａ

０．６９７±０．０７１ａ

０．５１２±０．０５８ａ

０．４４５±０．０３２ａ

图１ 缺氧后 Ｈ９ｃ２细胞中 ＳＰ－１蛋白的表达水平
０ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ＳＰ－１

ＧＡＰＤＨ

ＣＣＡＧＧＣＴＴＣＣＡＧＴＡＣＣＡＴＴＡＧＧ－３′，下游引物为 ５′－
ＧＣＴＴＡＴＧＧＣＴＴＴＴＣＡＴＴＣＣＴ－３′；Ｕ６上游引物为 ５′－
ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ－３′，下 游 引 物 为 ５′－
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ－３′。反应条件为９５℃３０ｓ，
９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环。以Ｕ６为内参，２－ΔΔＣｔ法
计算ｍｉＲ－１３５ｂ表达。

ＣＣＫ－８法检测细胞增殖：将转染后的 Ｈ９ｃ２细胞
接种于 ９６孔板中，５×１０３个／孔，细胞于 ３７℃及 ５％
ＣＯ２饱和湿度条件下培养 ２４ｈ。向每孔内加入 １０μＬ
ＣＣＫ－８溶液，３７℃条件下孵育 ３ｈ。利用酶标仪测定
４５０ｎｍ波长处的吸光度。

流式细胞术检测细胞凋亡：收集转染后的 Ｈ９ｃ２
细胞，ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ和 ＰＩ室温条件下避光孵育
１５ｍｉｎ，流式细胞仪检测细胞凋亡率。

ＥＬＩＳＡ检测细胞 ＴＮＦ－α，ＩＬ－１β，ＩＬ－６含量：收
集转染后的Ｈ９ｃ２细胞培养物上清液，１０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，取上清液，按试剂盒说明书检测。

流式细胞术检测细胞内活性氧簇（ＲＯＳ）：Ｈ９ｃ２细
胞转染后，移除培养物上清液，加入 ＤＣＦＨ－ＤＡ（浓度
为 １０μｍｏｌ／Ｌ），３７℃条件下孵育 ３０ｍｉｎ，随后移除
ＤＣＦＨ－ＤＡ，收集细胞，流式细胞仪检测。

蛋白质印迹牗ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，ＷＢ牘法检测细胞ＨＩＦ－１α
蛋白表达：收集转染后的 Ｈ９ｃ２细胞，ＲＩＰＡ裂解液裂解
细胞，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心取上清液，ＢＣＡ法测定蛋白浓
度。取３０μｇ样本蛋白进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分离，随后将目
的蛋白转至 ＰＶＤＦ膜上。经 １０％脱脂奶粉封闭后，加
入一抗ＨＩＦ－１α（１∶１０００稀释）和ＧＡＰＤＨ（１∶１５００），４℃
下过夜孵育，再加入 ＨＲＰ标记二抗（１∶２５００稀释）室
温孵育１ｈ后，ＥＣＬ发光、曝光。

荧光素酶报告基因实验检测ｍｉＲ－１３５ｂ和ＨＩＦ－１α
靶向关系：针对 ＨＩＦ－１α３′－ＵＴＲ端序列构建野生型
（ＷＴ）和突变型（ＭＵＴ）报告基因质粒。依法进行细胞转
染，将 ＨＩＦ－１α的 ＷＴ和 ＭＵＴ载体分别与 ｍｉｍｉｃＮＣ，
ｍｉＲ－１３５ｂｍｉｍｉｃ转染至 Ｈ９ｃ２细胞中，４８ｈ后检测荧
光素酶活性。

１．３ 统计学处理
采用 ＳＰＳＳ２１．０统计学软件分析。数据以 Ｘ±ｓ表

示，多组间比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 缺氧对Ｈ９ｃ２细胞ＳＰ－１和ｍｉＲ－１３５ｂ表达的影响
结果见图 １和表 １。与 ０ｈ相比，Ｈ９ｃ２细胞在缺氧

条件下分别培养１２，２４，４８，７２ｈ后，细胞内ＳＰ－１蛋白
表达呈时间依赖性显著升高（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ－１３５ｂ表
达呈时间依赖性显著降低（Ｐ＜０．０５）。

２．２ ＳＰ－１低表达对缺氧后Ｈ９ｃ２细胞增殖和凋亡的影响
结果见表 ２、图 ２和图 ３。与对照组牗Ａ组牘相比，

缺氧组牗Ｂ组牘Ｈ９ｃ２细胞中 ＳＰ－１的蛋白表达和细胞
凋亡率均显著升高（Ｐ＜０．０５），细胞增殖能力显著降低
（Ｐ＜０．０５）；与缺氧 ＋ｓｉＲＮＡ组牗Ｃ组牘相比，缺氧 ＋ｓｉ－
ＳＰ－１组牗Ｄ组牘Ｈ９ｃ２细胞中ＳＰ－１的蛋白表达和细胞凋
亡率均显著降低（Ｐ＜０．０５），细胞增殖能力显著升高
（Ｐ＜０．０５）。

２．３ ＳＰ－１低表达抑制缺氧诱导 Ｈ９ｃ２细胞炎性因
子和ＲＯＳ的产生

结果见图４和表３。与Ａ组相比，Ｂ组Ｈ９ｃ２细胞上
清液中 ＴＮＦ－α，ＩＬ－１β，ＩＬ－６，ＲＯＳ含量均显著升高
（Ｐ＜０．０５）；与 Ｃ组相比，Ｄ组 Ｈ９ｃ２细胞上清液中
ＴＮＦ－α，ＩＬ－１β，ＩＬ－６，ＲＯＳ含量均显著降低（Ｐ＜０．０５）。
２．４ ＳＰ－１低表达对缺氧后 Ｈ９ｃ２细胞 ＨＩＦ－１α和
ｍｉＲ－１３５ｂ表达的影响

结果见图５和表４。与Ａ组相比，Ｂ组Ｈ９ｃ２细胞中
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组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ组

ＴＮＦ－α（ｐｇ／ｍＬ）

２．２８９±０．３００
５．２７０±０．３５９ａ

５．２８４±０．５６１
３．９０１±０．３５４ｂ

ＩＬ－１β（ｐｇ／ｍＬ）

１３．３８７±０．９５４
２５．０６０±１．２１２ａ

２５．９２３±１．４３１
１７．１９８±１．２１６ｂ

ＩＬ－６（ｐｇ／ｍＬ）

２８．５５６±１．７６１
８２．７０７±４．５５０ａ

８５．３６９±３．９３７
５６．７４２±４．０８１ｂ

ＲＯＳ相对含量

１．０３２±０．０８０
１．２３９±０．０７５ａ

１．２６４±１．０５９
１．０８６±０．０９０ｂ

组别

Ａ组

Ｂ组
Ｃ组

Ｄ组

ＨＩＦ－１α蛋白表达

１．００１±０．１２１
１．４３７±０．０８２ａ

１．４７６±０．１３０
１．１２６±０．１００ｂ

ｍｉＲ－１３５ｂ表达

１．０５３±０．１６０
０．４６６±０．０７１ａ

０．４７３±０．０４０
０．７５２±０．０９４ｂ

Ｅ组

Ｆ组

Ｇ组

Ｈ组

ＨＩＦ－１α－ＷＴ
１．０２１±０．１０２
０．４２５±０．０３９ａ

ＨＩＦ－１α－ＭＵＴ
１．０１１±０．１０１
１．１０８±０．１１９

１．０１９±０．１０１
１．７４２±０．０９７ａ

０．９９２±０．１０１
０．４２４±０．０４０ｂ

１．０３７±０．０７８
０．４１１±０．０３１ａ

０．９８３±０．０９９
１．３１９±０．０７１ｂ

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

１００

ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ

１０４

１０３

１０２

１０１

１００

ＰＩ

１０４１０３１０２１０１ １００

ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ

１０４

１０３

１０２

１０１

１００

ＰＩ

１０４１０３１０２１０１ １００

ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ

１０４

１０３

１０２

１０１

１００

ＰＩ

１０４１０３１０２１０１ １００

ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ

１０４

１０３

１０２

１０１

１００

ＰＩ

１０４１０３１０２１０１

图３ 流式细胞术检测Ｈ９ｃ２细胞凋亡结果
Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ组

Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ组Ｃｏｕｎｔ

图４ Ｈ９ｃ２细胞中ＲＯＳ水平

表４ Ｈ９ｃ２细胞中ｍｉＲ－１３５ｂ表达和ＨＩＦ－１α蛋白表达（Ｘ±ｓ，ｎ＝３）

图５ ＳＰ－１低表达对缺氧后Ｈ９ｃ２细胞中ＨＩＦ－１α蛋白表达的影响

ＨＩＦ－１α

ＧＡＰＤＨ

ＤＣＦＨ－ＤＡｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

表 ３ ＳＰ－１低表达对缺氧后 Ｈ９ｃ２细胞炎性因子水平和 ＲＯＳ
含量的影响（Ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ组

ＨＩＦ－１α的蛋白表达显著升高（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ－１３５ｂ
表达显著降低（Ｐ＜０．０５）；与Ｃ组相比，Ｄ组Ｈ９ｃ２细胞中
ＨＩＦ－１α的蛋白表达显著降低（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ－１３５ｂ表
达显著升高（Ｐ＜０．０５）。

２．５ ｍｉＲ－１３５ｂ靶向调控ＨＩＦ－１α基因
ｍｉＲ－１３５ｂ与 ＨＩＦ－１αｍＲＮＡ３′－ＵＴＲ的结合位

点见图６。由图 ７和表 ５显示，与 ｍｉｍｉｃＮＣ组牗Ｅ组牘相
比，ｍｉＲ－１３５ｂｍｉｍｉｃ组牗Ｆ组牘Ｈ９ｃ２细胞中 ｍｉＲ－１３５ｂ
表达显著升高（Ｐ＜０．０５），ＨＩＦ－１α蛋白表达显著降低
（Ｐ＜０．０５），ＨＩＦ－１α－ＷＴ荧光素酶活性显著降低（Ｐ＜

０．０５），而ＨＩＦ－１α－ＭＵＴ荧光素酶活性无明显变化（Ｐ＞
０．０５）；与 ａｎｔｉ－ＮＣ组牗Ｇ组牘相比，ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１３５ｂ组
牗Ｈ组牘Ｈ９ｃ２细胞中 ｍｉＲ－１３５ｂ表达显著降低（Ｐ＜
０．０５），ＨＩＦ－１α蛋白表达显著升高（Ｐ＜０．０５）。

２．６ ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１３５ｂ和ＨＩＦ－１α激动剂对ｓｉ－ＳＰ－１转
染的缺氧Ｈ９ｃ２细胞中ｍｉＲ－１３５ｂ和ＨＩＦ－１α表达的影响

结果见图 ８和表 ６。与 ｓｉ－ＳＰ－１组牗Ｉ组牘相比，
ｓｉ－ＳＰ－１＋ＣｏＣｌ２组牗Ｊ组牘Ｈ９ｃ２细胞中 ｍｉＲ－１３５ｂ表
达无明显变化（Ｐ＞０．０５），ＨＩＦ－１α蛋白表达显著升高
（Ｐ＜０．０５）；与 ｓｉ－ＳＰ－１＋ａｎｔｉ－ＮＣ组牗Ｋ组牘相比，
ｓｉ－ＳＰ－１＋ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１３５ｂ组牗Ｌ组牘Ｈ９ｃ２细胞中ｍｉＲ－
１３５ｂ表达显著降低（Ｐ＜０．０５），ＨＩＦ－１α蛋白表达显著升
高（Ｐ＜０．０５）。
２．７ ＳＰ－１／ｍｉＲ－１３５ｂ／ＨＩＦ－１α轴对缺氧后 Ｈ９ｃ２
细胞增殖和凋亡的影响

结果见图 ９和表 ７。与 Ｉ组相比，Ｊ组 Ｈ９ｃ２细胞增
殖能力显著降低（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡率显著升高（Ｐ＜０．０５）；
与 Ｋ组相比，Ｌ组 Ｈ９ｃ２细胞增殖能力显著降低（Ｐ＜

表５ ｍｉＲ－１３５ｂ靶向调控 ＨＩＦ－１α基因（Ｘ±ｓ，ｎ＝３）

注：与Ｅ组相比，ａＰ＜０．０５；与Ｇ组相比，ｂＰ＜０．０５。

图７ ｍｉＲ－１３５ｂ对 Ｈ９ｃ２细胞中 ＨＩＦ－１α蛋白表达的影响

相对荧光素酶活性 ｍｉＲ－１３５ｂ
表达

ＨＩＦ－１α
蛋白表达

ＨＩＦ－１α

ＧＡＰＤＨ

图６ ｍｉＲ－１３５ｂ和ＨＩＦ－１α３′－ＵＴＲ结合位点

Ｅ组 Ｆ组 Ｇ组 Ｈ组

组别
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组别

Ｉ组

Ｊ组

Ｋ组

Ｌ组

ｍｉＲ－１３５ｂ表达

０．９９９±０．１２３
１．０６４±０．０９０ａ

１．０６５±０．１００
０．２０６±０．０２７ｂ

ＨＩＦ－１α蛋白表达

１．００９±０．１１７
２．２２０±０．１１４ａ

１．０７５±０．０７１
１．５６０±０．０９７ｂ

组别

Ｉ组

Ｊ组
Ｋ组

Ｌ组

细胞增殖

１００．６３０±６．４１８
４８．４７０±２．８３１ａ

９３．７５３±６．９９５
６３．７２８±４．１９２ｂ

细胞凋亡

１５．２９３±０．４０９
４１．０７６±１．１１７ａ

１６．９７０±０．３５３
３５．９３５±１．７７６ｂ

组别

Ｉ组
Ｊ组
Ｋ组
Ｌ组

ＲＯＳ相对含量
１．０２８±０．１００
１．３５１±０．０７３ａ

１．０９２±０．０５９
１．３２７±０．０４１ｂ

ＴＮＦ－α（ｐｇ／ｍＬ）

４．１１３±０．３９５
６．２１１±０．４０８ａ

４．１４０±０．１６４
５．２５０±０．３２５ｂ

ＩＬ－１β（ｐｇ／ｍＬ）

２２．９９２±２．９６０
４３．４１７±２．５６１ａ

２４．００５±２．５８２
３８．６７５±１．９５６ｂ

ＩＬ－６（ｐｇ／ｍＬ）

８７．０４２±４．０５２
１１０．４４０±７．４４６ａ

８７．３９０±６．５３２
１０８．７６７±６．５８９ｂ

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

ＨＩＦ－１α

ＧＡＰＤＨ

Ｉ组 Ｋ组 Ｌ组 Ｊ组

图８ Ｈ９ｃ２细胞中 ＨＩＦ－１α的蛋白表达

表６ Ｈ９ｃ２细胞中ｍｉＲ－１３５ｂ和ＨＩＦ－１α的表达（Ｘ±ｓ，ｎ＝３）

注：与 Ｉ组相比，ａＰ＜０．０５；与 Ｋ组相比，ｂＰ＜０．０５。下表同。

０．０５），细胞凋亡率显著升高（Ｐ＜０．０５）。
２．８ ＳＰ－１／ｍｉＲ－１３５ｂ／ＨＩＦ－１α轴对缺氧后 Ｈ９ｃ２
细胞损伤的影响

结果见图１０和表８。与Ｉ组相比，Ｊ组Ｈ９ｃ２细胞ＲＯＳ，
ＴＮＦ－α，ＩＬ－１β，ＩＬ－６的含量显著升高（Ｐ＜０．０５）；与 Ｋ
组相比，Ｌ组Ｈ９ｃ２细胞ＲＯＳ，ＴＮＦ－α，ＩＬ－１β，ＩＬ－６的
含量显著升高（Ｐ＜０．０５）。
３ 讨论

心肌缺血是急性心肌梗死的常见原因，可引起不可

逆的心肌损伤，包括心肌细胞凋亡和氧化损伤犤１３－１４犦。缺

氧刺激是心血管疾病（如心肌梗死、主动脉瘤和冠状动

脉粥样硬化性心脏病）病理生理机制的重要因素犤１５犦。缺

Ｉ组 Ｊ组 Ｋ组 Ｌ组

１００

ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ

１０４

１０３

１０２

１０１

１００

ＰＩ

１０４１０３１０２１０１ １００

ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ

１０４

１０３

１０２

１０１

１００

ＰＩ

１０４１０３１０２１０１

图９ ＳＰ－１／ｍｉＲ－１３５ｂ／ＨＩＦ－１α轴对缺氧后 Ｈ９ｃ２细胞凋亡的影响

１００

ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ

１０４

１０３

１０２

１０１

１００

ＰＩ

１０４１０３１０２１０１１００

ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ

１０４

１０３

１０２

１０１

１００

ＰＩ

１０４１０３１０２１０１

表７ Ｈ９ｃ２细胞增殖和凋亡的变化（Ｘ±ｓ，％，ｎ＝３）

Ｃｏｕｎｔ

ＤＣＦＨ－ＤＡｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

表８ Ｈ９ｃ２细胞上清液中ＲＯＳ和炎性因子的含量变化（Ｘ±ｓ，ｎ＝３）

图 １０ ＳＰ－１／ｍｉＲ－１３５ｂ／ＨＩＦ－１α轴对缺氧后 Ｈ９ｃ２细胞

ＲＯＳ水平的影响

Ｉ组 Ｊ组 Ｋ组 Ｌ组

氧促进细胞凋亡，负责病理过程中心肌的解剖重塑犤１６犦。

缺血引起的缺氧在心肌缺血性疾病期间可诱导心肌细

胞凋亡和氧化应激犤１７犦。ＳＰ－１是调控多种基因的关键转
录因子，这些基因对疾病的发生和发展至关重要犤１８犦。

ＳＰ－１可促进缺氧后血管内皮细胞中环氧合酶２的表
达，从而促进环氧合酶２在主动脉瘤和心力衰竭中的局部
表达犤１９犦。ＳＰ－１与心脏疾病密切相关，但其对缺氧后心肌
细胞损伤的作用尚不清楚。

研究表明，ＳＰ－１与心肌细胞的增殖相关犤４犦，ＳＰ－１
的激活与炎症和心脏肥大相关犤２０犦。本研究结果显示，干

扰ＳＰ－１表达可减轻缺氧诱导的心肌细胞损伤。ｍｉＲＮＡ
是一种小的、内源性非编码 ＲＮＡ分子。临床研究和动
物实验表明，ｍｉＲＮＡ是心脏缺血的潜在生物标志物和
治疗靶标犤２１犦。此外，一些 ｍｉＲＮＡ在心肌细胞程序性死
亡中起调节作用犤２２犦。心肌梗死可上调心脏 ＳＰ－１的表
达，ｍｉＲ－７ａ／ｂ通过抑制 ＳＰ－１的表达在心肌梗死诱
导的心肌缺血和心室重构中发挥保护作用犤２３犦。ｍｉＲ－
１３５ｂ是心肌缺血再灌注损伤的重要调节剂犤２４犦，其过表

达改善心功能受损，抑制 ＮＬＲＰ３／ｃａｓｐａｓｅ－１／ＩＬ－１β
途径的上调犤８犦。ＳＰ－１和ＨＩＦ－１α同时抑制缺氧状态下
人微血管内皮细胞（ＨＭＥＣ－１）的增殖、迁移和侵袭犤２５犦。

本研究结果显示，ＳＰ－１是 ｍｉＲ－１３５ｂ和 ＨＩＦ－１α的
上游基因，可调控 ｍｉＲ－１３５ｂ和 ＨＩＦ－１α的表达。
ｍｉＲ－１３５ｂ可靶向调控 Ｈ９ｃ２细胞中 ＨＩＦ－１α蛋白表
达，这与ＳＵＮ等犤６犦的研究结果一致。

眼部的慢性低氧 ／复氧损伤会导致 ＨＩＦ－１α水平
上调，奥拉帕尼可通过降低 ＨＩＦ－１α水平发挥视网膜
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保护作用犤２６犦。抑制 ＨＩＦ－１α表达可减轻低氧性肺泡上
皮细胞的炎性反应犤２７犦。右美托咪定通过抑制 ＨＩＦ－１α
抑制大鼠神经元细胞凋亡，改善脑缺血再灌注损伤犤２８犦。

ｍｉＲ－１３５ｂ过表达促进人脐静脉内皮细胞增殖，抑制凋
亡犤２９犦。体内和体外心肌细胞损伤后，ｍｉＲ－１３５ｂ的表达
均下调，ｍｉＲ－１３５ｂ过表达可显著抑制 ＲＯＳ的产生和
ＮＬＲＰ３／ｃａｓｐａｓｅ－１／ＩＬ－１β炎症通路的上调 犤８犦。本研

究结果显示，ＣｏＣｌ２和 ａｎｔｉ－ｍｉＲ－１３５ｂ会逆转低表达
ＳＰ－１对缺氧 Ｈ９ｃ２细胞的保护作用。低表达 ＳＰ－１通
过 ｍｉＲ－１３５ｂ抑制 ＨＩＦ－１α的表达，发挥对缺氧诱导
的心肌细胞损伤的保护作用。

综上所述，ＳＰ－１低表达通过ｍｉＲ－１３５ｂ／ＨＩＦ－１α
轴发挥对缺氧诱导的心肌细胞损伤的保护作用。此结果

可为进一步明确心肌细胞损伤机制和心肌缺血性疾病

的治疗提供参考。后续研究中将进一步探讨ＳＰ－１低表
达通过ｍｉＲ－１３５ｂ／ＨＩＦ－１α轴在心肌缺血性疾病动物
模型中的作用。
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